This Page Is Inserted by IFW Operations 
and is not a part of the Official Record 



BEST AVAILABLE IMAGES 

Defective images within this document are accurate representations of 
the original documents submitted by the applicant. 

Defects in the images may include (but are not limited to): 

• BLACK BORDERS 

• TEXT CUT OFF AT TOP, BOTTOM OR SIDES 

• FADED TEXT 

• ILLEGIBLE TEXT 

• SKEWED/SLANTED IMAGES 

• COLORED PHOTOS 

• BLACK OR VERY BLACK AND WHITE DARK PHOTOS 

• GRAY SCALE DOCUMENTS 



IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY. 



As rescanning documents will not correct images, 
please do not report the images to the 
Image Problem Mailbox. 



is 



Europllachaa Patentamt 
® /JJJJ Europtan Pattnt OfflM © VtrflffentHchungsnumrner: 0 174 477 

Offica auropian dea bravata A1 



© europAische patentanmeldung 

© Anmeldenummer: 85100427.6 © Int. CI. 4 : C 12 Q 1/18 

^ C 12 Q 1/04, C 12 Q 1/34 

\g) Anmeldatag: 23.07.85 C 12 Q 1/54 



© Priority: 14.08.84 DE 3429823 


© Anmelder: Merck Patent GeseJIschaft mlt beschrinkter 




Haftung 


© Verfiffentlichungstag der Anmeldung: 


Frankfurter Straase 250 


D-6100 Darmrtadt(DE) 


19.03.86 Patantblatt 86/12 


© Erfinder: Kappner, Manfred, Dr. 


© BenannteVertragsstaaten: 


Lirchenwag 11 


BE CH DE F* GB IT U NL SE 


D-6110Dleburg(DE) 




© Erfinder: Metz, Haratd, Dr. 




Am Landbach 8 




D-6101 Btekenbach(DE) 



© Mfttel und Verfahren zum Nachweis antimlkroblei) wlrksamer Subatanzen. 



© Die Erfindung betrifft Mittel und Verfahren zum Nach- 
weis von antimikrobielf wirksamen Substanzen in einer 
Probe. Das Mittel besteht aus Mikroorganismensporen, 
einem Nahrmedium, einem Indikator, einem Puffersystem 
und gegebenenfatls einem Detergenz. Es ist dadurch gekenn- 
zeichnet, daB der Indikator ein chromogenes oder fluoroge- 
nes Enzymsubstrat fur Hydrolasen ist. 
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Mittel und Verfahren zum Nachweis antimikrobiell wirksamer 
5 Substanzen 

Die Erfindung betrifft Mittel und Verfahren zum einfachen 
und schnellen Nachweis von antimikrobiell wirksamen Sub- 
stanzen in fltissigen Proben Oder in in geeigneten Fltlssig- 
keiten suspendierten festen Proben. 

LO Die Bedeutung von Antibiotikarfickstfinden in Lebensraitteln 
tierischer und pflanzlicher Herkunft liegt in der Verur- 
sachung von wirtschaftlichen Schfiden bei der technolo- 
gischen Verarbeitung bzw. im potentiellen gesundheit- 
lichen Risiko fflr den Konsumenten. Die SchMden bei der 

L5 Verarbeitung Antibiotika enthal tender Lebensmittel, z. B. 
bei der Sauermilch-, Joghurt-, KMseproduktion oder auch bei 
der Rohwurstherstellung beruhen darauf , dafi die Aktivi- 
tfit der fiir die Herstellung fermentierter Produkte essen- 
tiellen Mikroorganismen gehemmt wird, so dafi Fehlproduk- 

20 tionen oder Produkte mit deutlichen QualitStsmiingeln ent- 
stehen. Der regelmSBige GenuB Antibiotika enthaltender 
Nahrungsmittel birgt fflr die menschliche Gesundheit zahl- 
reiche Gefahren, z.B. toxische SchSdigung, Allergien, 
Resistenzbildung apathogener und pathogener Dannbakterien, 

25 Fttr die medizinische Diagnostik sind Informationen fiber 
Antibiotikaspiegel in Korperfliissigkeiten, wie Urin, 
Liquor oder Blut, von groBer Bedeutung zur verlafilichen 
Befunderstellung und Therapiesteuerung- Unter Chemothera- 
pie sind die Antibiotikawirkstoffspiegel im Urin, vergli- 

30 chen mit den Gewebespiegeln, haufig sehr hoch. Eine mikro- 
biologische Keimzahluntersuchung des Urins ist deshalb 
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unbedlngt durch eine Prttfung auf antimikrobielle Aktivi- 
tat zu orgtozen. 

Der Nachweis von antimikrobiellen Substanzen kann riach ver- 
schladexxen physikalischen, chemischen, biochemischen und 
mlkrobiologischen Verfahren erfolgen. Der chemische und 
physikalische Nachweis bestimmter mikrobieller Hemmstoffe 
erfolgt tlber die Identifizierung einer charakteristischen 
Komponente, wie z. B. der Guanidinogruppe im Streptomycin, 
des Cblors im Chloramphenicol oder durch Feststellung be- 
stimmter Absorptionsmaxima . Immunologische Nethoden (Radio- 
immunassay, Enzymimmunassay) eignen sich ebenfalls zum 
gezielten Nachweis bestimmter Antibiotika. Fiir Reihen- 
untersuchungen von Proben auf antimikrobiell virksame 
Substanzen sind die chemischen, physikalischen und immuno- 
logischen Hethoden jedoch meist ungeeignet, weil sie in 
einem Untersuchungsgang nur den Nachweis einer chemisch 
definierten Verbindung oder einer bestimmten Gruppe von 
chemisch definierten Verbindungen ermSglichen. 

Nikrobiologische Testverfahren dagegen erm6glichen je nach 
Hemmstoffempfindlichkeit des Testorganismus eine Erfas- 
sung vieler antimikrobieller Substanzen. Eine einfache 
und rasche Identifizierung der antimikrobiellen Substanzen 
ist jedoch mit Ausnahme B-Lactamase-empfindlicher B-Lactam- 
antibiotika bisher nicht mSglich. 

Das Prinzip des mlkrobiologischen Hemmstofftests beruht da- 
rauf , daB ein hemmstof fempfindlicher Mikroorganismus pa- 
rallel in einem hemmstof ffreien und potentiell hemmstoff- 
haltigen NShrmedium geztlchtet wird und daB irgendeine 
LebensauBerung des Keimes gemessen wird; eine auftretende 
Differenz in den beiden Proben deutet auf die Anwesenheit 
von Hemmstoffen hin. Die wichtigsten in der Praxis ver- 
wendeten Testkeime sind Bacillus subtilis. Bacillus stearo- 
thermophilus, Bacillus stearothermophilus var. calidolactis, 
Sarcina lutea sowie Streptococcus thermophilus. 
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Mit einen einzigen Testorganismus, z. B. Bacillus subtilis, 
sind nicht alle antibakteriell wirksamen Substanzen gleich 
gut nachweisbar, da die Empfindlichkeit der Tastorganismen 
gegenllber den verschiedenen Antibiotika unterschiedlich ist. 
5 Mit den erwahnten Bacillus arten kann ein GroBteil der thera- 
peutisch interessanten Antibiotika gut nacbgewiesen werden. 
Zum Nachweis bestinunter Antibiotika ist der an besten geeig- 
nete Testorganismus anhand der Antitiotikaempfindlichkeit 
auszuwahlen. Fiir spezielle Problemstellungen, wie den Nach- 
10 weis von Antibiotika in Rohstoffen fur Fermentationsprozesse , 
ist es zur Vermeidung von Fehlchargen sinnvoll, den Rtick- 
standstest direkt mit den Produktionsst&mnen durchzuftihren 
(z. B. Joghurt-Bakterien bei der Joghurt-Produktion) . 

Die FShigkeit zur Endosporenbildung sowie die hohe Empfind- 
15 lichkeit der oben erwghnten Bacillusarten gegenUber anti- 
mikrobiell wirksamen Substanzen wfihrend der Auskeimphase 
bzw. vegetativen Phase macht diese Bakterien zu den bevor- 
zugten Testorganismen. 

GebrSuchliche mikrobiologische Testverfahren sind z. B. 

20 AgardiffusionB tests, turbidimetrische Hethoden, Bestimmung 
von pH- oder potentiometrischen Anderungen Oder radiome- 
trische Methoden. Beim Agardiffusionsverfahren bringt man 
Proben des hemmstoffverdachtigen Materials auf einen 
festen, mit dem Testkeim beimpften AgamMhrboden aus. 

25 Vorhandene Hemmstoffe diffundieren von der festen 

Originalprobe (z. B. Fleischstttckchen) bzw. von dem mit 
der fliissigen Probe (z. B. Milch, Urin) getrankten Filter- 
papierblattchen in den Agar und verursachen auf dem nach 
Bebriitung dicht bewachsenen Nahrboden organismenfreie 

30 "Hemmhofe" . Optimierte Agardiffusionstests mit Bacillus 
stearothermophilus var. calidolactis als Testorganismus 
benStigten Analysenzeiten von lediglich 2-4 Stunden. Die 
Haltbarkeit der gebrauchsfertigen Testplatten betragt je- 
doch selbst unter optimalen Lagerungsbedingungen nur we- 
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nige Wochan; die Herstellung der Teatplatten iat aehr zeit- 
aufwandig und damit koatenintanaiv. 

Bai dan turbidimetriachen Nathodan wird daa Wachatum daa 
Taatorganiamua in ainam hemmatoffreian und potentiell hemm- 
5 atoff fhaXtigan Nilhrmediua anhand der durch daa Wachatum daa 
Taatorganiamua bedingtan Trtfeunga&nderung gemeaaan. Radio** 
metriache Verfahren zur Hammatoffprttfung baaieren auf einar 
WachatumaprUfung dar Taatkaime in einem NShrmadium mit 
C-14-markierter Glucose. 

10 Ein Schnellteatverfahren zum Nachweia von fl-Lactam- 

Antibiotika in einer Probe beruht z. B. auf der Beramung 
der EnzymaktivitSt der D-Alanyl-D-alanin-carboxypeptidase 
durch atiichiometrische Komplexbildung mit fl-Lactam- Anti- 
biotika (EP-OS 85 667). 

15 Die direkte Bestimmung von EnzymaktivitSten von Mikroorga- 
nismen mit Hilfe chromogener Oder fluorogener Substrate zur 
Empfindlichkeitspriifung gegen Antibiotika ist z. B. aus 
EP-OS 91 837, EP-OS 54 001 und US 3509 026 bekannt. Auch 
ist z* B. aus DE-OS 29 30 394 bekannt, daB Antibiotika durch 

20 Me s sung der intrazellul&ren ATP-Konzentration der Testorga- 
nismen nach bestimmten Inkubationszeiten erfaBt werden 
kSnnen. 

Der Erfindung liegt die Auf gate zugrunde, ein Verfahren 
und ein Testsystem auf antimikrobiell wirksame Substanzen 
25 zur Verftigung zu stellen, das die folgenden Anforderungen 
erfiillt: 

ein zuverlassiges Analysenergebnis in wenigen Stunden, 

eine sichere Einsatzmoglichkeit auch bei schwach keimhaltigen 
Proben ohne vorherige Sterilisation der Proben, 
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eine Unempfindlichkeit des Testsystems gegeniiber nicht 
antimikrobiell wirksamen Substanzen in der Probe, 

eine gute Nachweisempfindlichkeit fttr die Mehrzahl der 
in der Praxis eingesetzten Antibiotika, 

eine Testdurchfiihrung ohne groBen Arbeits- und Material- 
aufwand, 

die Eignung ffir Reihenuntersuchungen, 

eine Haltbarkeit des gebrauchsfertigen Testsystems von 
mehreren Monaten, 

eine preisgiinstige kommerzielle Herstellung und 
die Moglichkeit zur einfachen Automatisierung. 

Oberraschenderweise hat sich gezeigt, daB das erfindungs- 
gemaBe Mittel Und Verfahren zum Nachweis antimikrobiell 
wirk&amer Substanzen im Gegensatz zu den bekannten Ver- 
fahren alle oben aufgefiihrten Anforderungen erfiillt. 

Gegenstand der Erfindung ist ein Mittel ziam Nachweis von 
antimikrobiell wirksamen Substanzen in einer Probe, be- 
stehend aus Mikroorganismensporen, einem Nahrmedium, 
einem Indikator, einem Puffersystem und gegebenenfalls 
einem Detergenz, das dadurch gekennzeichnet ist, daB 
der Indikator ein chromogenes oder fluorogenes Enzym- 
substrat fur Hydrolasen ist. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren 
zum Nachweis von antimikrobiell wirksamen Substanzen in 
einer Probe, das dadurch gekennzeichnet ist, daB man ein 
aus Mikroorganismensporen, einem Nahrmedium, einem chromo- 
genen oder fluorogenen Enzymsubstrat fur Hydrolasen, einem 
Puffersystem und gegebenenfalls einem Detergenz bestehen- 
des Testsystem mit der Probe vereinigt, inkubiert und das 
entstandene Chromophor oder Fluorophor visuell oder pho- 
tometrisch bestimmt. 
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Das erfindungsgemMfle Mittel und Verfahren ermfiglicht eine 
Prtifung von Proben auf antimikrobiell wirksame Substanzen 
- je nach Art des Testkeims - in lings tens 6 Stunden durch 
dan direkten und spezifischen Nachweis bestimmter Hydro- 
laseaktivitMten der hexmnstoffempfindiichen Testorganis- 
men gegentiber chromogenen Oder fluorogenen Enzymsub- 
straten. 

Ale chromogene oder fluorogene Enzymsubstrate fttr Hydro- 
las en kommen Glycoside, Carbons Kureeater und Peptid- 
Derivate infrage, die ein Chromophor oder Fluorophor 
in Molektil enhalten, das unter den Bedingungen dee 
erfindungsgem&fien Verfahrens abgespalten verden kann. 
Bevorzugte Fluorogene sind z.B. die aus dem Stand der 
Technik bekannten Derivate von 4-Methyl-umbelli£eron, 
7-Amino-4-methyl-cumarin, Fluorescein, a- und B- 
Naphthol, a- und fl-Naphthylamin. Bevorzugte Chromogene 
sind z.B. die Derivate von Nitroanilin, Nitrophenol, 
diazotierte Naphthoic oder Naphthyl amine und Derivate des 
Indigo. 

Die chromogenen oder fluorogenen Enzymsubstrate wer- 
den in Konzentrationen von ICT 1 bis 10~ 5 M, vorzugs- 
weise von 10 bis 10 M, bezogen auf die Endkonzen- 
tration im Bebrtttungsansatz, eingesetzt. 

Bei den Hydrolasen, die die enzymatische Abspaltung 
des Chromophors oder Fluorophors bewirken, und die zum 
Nachweis der Stof fvechselaktivitat der Testorganismen 
dienen, handelt es sich um Esterasen fur aliphatische 

Carbonsaureester (C 2 - C 26*' Gl y cosidasen wie a ' Dmm 
Glucosidase, B-D-Glucosidase, a-D-Galactosidase , 
6-D-Xylosidase sowie um Aminopeptidasen wie D-Alanin- 
Aminopeptidase , L-Pyroglutaminsaure-Aminopeptidase , 
Glycin-Aminopeptidase oder L-Arginin-Aminopeptidase. 
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Die fflr den Hemmstofftest vorzugsweiee eingeaetzten Bacillus- 
arten zeichnen sich durch sehr gute EsteraseaktivitSten fttr 
aliphatiache Carbonsfiureester mit beiapielaweise 4-Methylum- 
belliferon ale Fluorophor aus. 

5 Bacillus subtilis zeigt z. B. hervorragende Eateraseaktivi- 
tfiten fiir folgende fluorogene Substrate: 4-Methylunbelli- 
feryl-acetat, Fluorescein-di-acetat, 4-Methylumbelliferyl- 
propionat, 4-Methylumbelliferyl-butyrat, 4-Methylumbelli- 
feryl-i-butyrat, 4-Methylumbelliferyl-valerianat, 4-Methyl- 

10 umbelliferyl-i-valerianat, 4-Methylumbelliferyl-trimethyl- 
acetat, 4-Methylumbelliferylcaproat, 4-Methylumbelliferyl- 
heptanoat, 4-Methylumbelliferyl-caprylat, 4-Methylumbelli- 
feryl-nonanoat, 4-Methylumbelliferyl-caprinat, 4-Methylum- 
belliferyl-laurat, 4-Methylumbelliferyl-myristat, 4-Methyl- 

L5 umbelliferyl-palinitat, 4-Methylumbelliferyl-oleat, 4-Methyl- 
umbelliferyl-elaidat, 4-Methylumbelliferyl-stearat, 4-Methyl- 
umbellif eryl-lignocerat . 

Wfihrend die Mehrheit der EsteraseaktivitSten ftlr die ver- 
schiedenen Substrate nicht spezifisch nur bei den erwMhnten 

20 Bacillus-Testorganismen vorkommt - die Testorganisraen zeich- 
nen sich lediglich durch besonders hohe Enzymaktivit&ten 
aus - besitzen einige Glycosidasen, vor allem die a-D- 
Glucosidase, eine hohe SpezifitSt fflr Bacillus subtilis, 
Bacillus stearothermophilus sowie Bacillus stearothermo- 

25 philus var. calidolactis. Bei der Mehrzahl der gramnegati- 
ven und grampositiven Bakterien k6nnen unter den Testbe- 
dingungen keine oder nur geringe o-D-Glucosidase-Aktivi- 
taten nachgewiesen werden. Die a-D-Glucosidase eignet sich 
somit in Hemms toff tests gut zum Nachweis der Stoffwechsel- 

30 aktivitSten von Bacillus subtilis, Bacillus stearothermo- 
philus oder Bacillus stearothermophilus var. calidolactis. 
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auch in Proben, die henmstoffresistente Bakterien ent- 
halten. Bacillus subtilis besitzt weiterhin gute B-D-Glucosi- 
dase~ sowie or-D-Galactosidase-AktivitSten. Bacillus stearo- 
themophilus zeigt ebenfalls eine gute or-D-Galactosidase- 
AktivitSt. 

EnthSlt das erfindungsgem&Be Hittel Sporen von Bacillus 
subtilis, so wird als chromo genes oder fluorogenes Sub- 
strat ftir Glycosidasen vorzugsweise ein fl-D-Glucosid 
oder ein a-D-Glucosid eingesetzt und ftir Aminopepti- 
dasen eine D-Alanin-(Chromophor/Fluorophor)-Verbindung 
oder ein D-Alanin-(Chromophor/Fluorophor) enthaltendes 
Peptid. Enthalt das erfindungsgem&Be Mitt el Sporen von 
Bacillus stearothermophilus, so wird als chromogenes 
oder fluorogenes Substrat vorzugsweise ein a-D-Glucosid 
oder ein a-D-Galactosid eingesetzt. 

Als Substrat fur die a-D-Glucosidase kann beispielsweise 
p-Nitrophenyl-a~D-glucosid, 4-Methyluinbelliferyl-a-D- 

glucosid, Fluorescein-a-D-glucosid, a- bzw. B-Naphthyl- 
<*-D-glucosid, Indoxyl-<*-D-glucosid, 5-Brom-3-indoxyl-°t-D- 
glucosid, 5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-°^-D-glucosid und 
Indoxyl-*-D-glucosid-pentaacetat verwendet werden. 

Bacillus subtilis zeigt unter den Testbedingungen eine deut- 
liche und organismenspezifische D~Alanin-Aminopeptidase- 
Aktivitat bei D-Alanin-7-amido-4-methylcuniarin als fluoxo- 
genem Substrat bzw. D-Alanin-p-nitroanilin als chroroogenem 
Substrat. Weitere geeignete Substrate sind Peptid-Derivate, 
die am N-terminalen Ende der Verbindung D-Alanin-(Chromo- 
phor/Fluorophor) weitere Aminosauren wie Glycin, Alanin, 
Valin, Leucin, Isoleucin, Asparaginsaure, Glutaminsaure 
usw. enthalten, z. B. Glycyl-D-alanin-7-amido-4-methyl- 
cumarin. 
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Als Testorganismen fiir antimikrobiell wirksame Substanzen 
werden vorzugsweise Sporen von Bacillus subtilis, Bacillus 
stearothermophilus Oder Bacillus stearothermophilus var. 
calidolactis in einer Konzentration von 10 4 - 10 9 Sporen 
5 pro Inkubationsansatz verwendet. Alternativ zu den Bak- 
teriensporen zum Nachweis von antibakteriell wirksamen 
Substanzen kSnnen auch Pilzsporen zum Nachweis von Anti- 
mycotika eingesetzt werden. Geeignete Testorganismen fiir 
antimykotische Substanzen sind bei den Dermatophyten z. B. 
10 Trichophyton rubrum und Trichophyton schoenleinii, bei 
den pathogenen Hefen Candida albicans und Torulopsis 
glabrata. Fiir den allgemeinen Nachweis von Antimycotika 
konnen Aspergillus oder Penicillium-Arten verwendet werden. 

Als Nahrmedium kann z. B. MUELLER-HINTON-Bouillon , Hirn- 
15 Herz-Bouillon, Caseinpepton-Sojamehlpepton-Bouillon in 
geeigneten Puffern wie Phosphatpuffer, Tris/BCl-Puffer 
Oder anderen gebrauchlichen Puffersystemen eingesetzt 
werden. Ein bevorzugter Puffer ist 0,1 M Kaliumphosphat- 
puffer. Die Wahl des Puffers sowie des pH-Wertes richtet 
20 sich sowohl nach den optimalen Testbedingungen des nach- 
zuweisenden Enzyms als auch nach den geeignetsten physio- 
logischen Bedingungen fiir die Testorganismen. Der Fachmann 
kann die geeignetsten Bedingungen nach Routinemethoden 
ermitteln. 

25 Durch Zusatz eines Detergenz zum Testansatz in Konzentra- 
tionen, die keinen negativen Effekt auf das Wachstum der 
Bakterien besitzen, kann bei Antibiotika mit Primarwirk- 
ort in der Mureinbiosynthese die Nachweisempfindlichkeit 
verbessert werden, Zellen mit gestorter Mureinbiosynthese 

30 platzen in Gegenwart von Detergenz und bilden keine large- 
Forraen, die bei der Enzymaktivitatsbestimmung ein normales 
ungehemmtes Wachstum der Testorganismen vortauschen. Deter- 
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genzien werden vorzugBweise in Konzentrationen von 10" - 
10~*M, bezogen auf die beabsichtigte Endkonzentration, zu- 
gesetzt. Vorzugsweise enthSlt das Mittel nach der Erfindung 
kationenaktive, anionenaktive und/oder nichtionogene Deter- 
genzien wie Polyoxyethylenderivate der Sorbitanester wie 
Polyoxyethylensorbitanmonolaurat, -sorbitanmonopalmitat 
und -sorbitanmonooleat. 

Glucosekonzentrationen in Tea tans fitzen von mehr ale 1 g/1 
ftlhren teilweiBe zur Reprimierung der Glycosidasen. Durch 
Oxidation der Glucose kann dieser "Glucoseef fekt" aufge- 
hoben werden. 

Aus der Vielzahl der antimikrobiell virksamen Substanzen, 
die mit dem erfindungsgemaflen Mittel und Verfahren nachge- 
wiesen werden konnen, eeien z. B. die folgenden genannten: 
Aminoglycosid-Antibiotika wie Streptomycin, Neomycin, 
Kanamycin, Gentamycin, Spectinoxnycin; Chloramphenicol und 
-Derivate wie Thiamphenicol ; Makrolid-Antibiotika wie 
Erythromycin, Leucomycin, Oleandomycin, Spiramycin, 
Carbomycin; Lincomycine wie Clindamycin, Lincomycin; 
Penicilline wie Phenoxymethylpenicillin, Ampicillin, 
Penicillin G, Penicillin V, Dicloxacillin-Natrium, Furoxa- 
cillin, Necillinam; Cephalosporine wie Cefalothin, Cefa- 
mandol, Cefazedon, Cefazolin, Cefoxitin, Cefuroxim; 
Peptid-Antibiotika wie Bacitracin, Gramicidin, Polymyxine; 
Rifamycine wie Rifampicin, Rifamycin; Steroid-Antibiotika 
wie Fusidinsaure; Tetracycline wie Doxycyclin, Minocyclin, 
Chlortetracyclin, Oxytetracyclin; sowie sonstige Antibio- 
tika z. B. Cycloserin, Fosfomycin, Vancomycin, Sulfonamide, 
Nitrafurantoin, Nalidixinsaure . 

Die Nachweisempfindlichkeit fur die verschiedenen antimi- 
krobiell wirksamen Substanzen ist von der Hemmstoffempfind- 
lichkeit der verwendeten Testorganismen, der Anzahl der 
Testorganismen im Inkubationsansatz sowie der Nahrmedium- 
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zusammensetzung abhMngig und entspricht mindestens der- 
jcnigen der bekannten Hemmstoff tests . Der Arbeitsaufwand 
zur Durchftthrung dee Tests auf antimikrobiell wirksame 
Substanzen 1st bei dem erfindungsgemSflen Verfahren auf ein 
5 Minitaum reduziert. Da die Komponenten des gebrauchsferti- 
gen Teetansatzes in getrockneter Form vorliegen, ist eine 
ausreichende Haltbarkeit von mindestens mehreren Monaten 
gewMhrleistet* 

Die Durchfiihrung des Tests auf antimikrobiell wirksame 

10 Substanzen ist sehr einfach: die fltissige Probe oder die 
in einer geeigneten Fltissigkeit suspendierte feste Probe 
wird in ein Reaktionsfeld des gebrauchsfertigen Testan- 
satzes gegeben, anschlieBend wird das Testsystem bei der 
optimalen Wachs turns temper a tur des Testorganismus bebriitet. 

15 Bei Bacillus subtilis-Sporen als Testorganismen beispiels- 
weise ist in Abhangigkeit von der Auskeimungsgeschwindig- 
keit der Sporen meist nach einer BebrQtungszeit von 4 
Stunden bei der optimalen Wachstumstemperatur des Test- 
organismus eine sichere Aussage tiber das Vorliegen von anti- 

20 mikrobiell wirksamen Substanzen in der Probe durch Bestim- 
mung der Konzentration des hydrolytisch gespaltenen An- 
teils des chromogenen bzw. fluorogenen Enzymsubstrats raog- 
lich. Der Test kann zuverlassig mit bloSem Auge durch 
Vergleich der FarbintensitSt des Chromophors Oder der 

25 FluoreszenzintensitSt des Fluorophors im Testansatz mit 

Standards ausgewertet werden. Bei Konzentrationen von anti- 
mikrobiell wirksamen Substanzen, die grSBer oder gleich 
der minimalen Hemmkonzentration sind, werden im Vergleich 
zur hemmstofffreien Probe keine oder nur minimale Kon- 

30 zentrationen des Enzymsubstrates hydrolytisch gespalten. 

Der gebrauchsfertige, in trockener Form vorliegende Test- 
ansatz des Testsystems hat folgende Zusammensetzung : 
Keime des Testorganismus (vorz. Sporen), ein Nahrmedium, ein 
chromogenes oder fluorogenes Enzymsubstrat ftir Hydrolasen, 
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ein geeignetes Puffersystem und ggf. ein Detergenz. Der 
Testansatz kann jedoch auch Bestandteile zur Beseitigung 
stfirender Subs tans en enthalten, z. B. ein Enzym zur Oxi- 
dation von Glucose. 

5 Das Testsystem besteht wahlweise aus einem Tiefziehteil bzw. 
einem SpritzguBteil mit zahlreichen, 0,5 bis 1 ml groBen 
Kavitaten oder aus einer handelsublichen Mikrotiterplatte. 
Zur Venneidung von Flfissigkeitsverlust bei der Bebrtitung 
konnen die Kavitaten des Testsystems mit einer Haft- oder 

10 Klebefolie bzw. einem Deckel verschlossen werden. Die Kom- 
ponenten des gebrauchsfertigen Testansatzes, die in ge- 
trockneter Form vorliegen, konnen in den Kavitaten auch 
auf Tragern mit einer guten Aufnahmeffihigkeit fiir Flfissig- 
keiten aufgebracht sein (z. B. Filterpapierblattchen) . 

15 Alternativ konnen die Komponenten des gebrauchsfertigen 
Testansatzes auch auf Reaktionszonen von Teststabchen mit 
einer guten Aufnahmefahigkeit von Flussigkeiten aufgebracht 
werden. Die Probe kann entweder auf eine oder mehrere Re- 
aktionszonen des Teststreifens, die eine definierte Auf- 

20 nahmefahigkeit fiir Fliissigkeiten besitzen, nach dem Ein- 

tauchverfahren aufgebracht werden, oder es wird eine defi- 
nierte Probenmenge mit einer Pipette auf die Reaktionszone 
aufgetragen. Die Zusammensetzung des gebrauchsfertigen 
Testansatzes kann auf einzelnen Reaktionszonen verschieden 

25 sein; es k6nnen z. B* pH-Wert, Puffersystem, Enzymsubstrate, 
Testorganismen, Nahrmedium sowie Art mid Konzentration des 
Detergenz variiert werden. 

Die Reaktionszone auf dem Teststreifen kann z. B. aus spe- 
ziellen Filterpapieren und/oder einer polymeren Matrix 
30 aus z. B. Carboxymethylcellulose, Calciumalginat, Poly- 
vinylalkoholen, Polyvinylpyrrolidonen bestehen. Die Test- 
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organismen k6nnen auch trSgerfixiert vorliegen. Zur Ver- 
hinderung des Austrocknens bei der Bebriitung werden die 
Teststreifen in entsprechenden, in der Form angepaBten 
und dicht verschlieflbaren BebrfltungsgefSflen aufbewahrt. 

5 Die Erfindung wird durch die folgenden Beispiele naher 
erlfiutert. 

Beispiel 1 

Hemmstof ftest unter Nachweis der or-D-Glucosidase von 
Bacillus stearothermophilus 

10 Herstellung des gebrauchsfertigen Testsystems 

50 fil einer lOfach konzentrierten MUELLER-HINTON-Bouillon 

-2 

in 0,1 M Kalium-Phosphatpuffer, pH 7,5, 50 yl emer 10 M 

waBrigen Losung von p-Nitrophenyl-cr-D-glucosid sowie 10 \il 
-4 

emer 5 • 10 M Losung von Polyethylenglycol-mono[p-(l • 1 .3 . 3- 

15 tetramethylbutyl) -phenyl] -ether werden in eine 1-ml-Poly- 

styrolkiivette gegeben. Die Losung wird anschlieBend ge- 

friergetrocknet. Das Lyophilisat wird mit 10 |il einer 

waBrigen Sporensuspension von Bacillus stearothermophilus 

7 

(KUNDRAT) mit 5 . 10 Sporen/ml verstetzt und anschlieBend 
20 erneut lyophilisiert. Nach der Lyophilisation wird die 

gebrauchsfertige Testkuvette mit einem Deckel verschlos- 
sen, in einen Beutel aus aluminiumkaschierter Polyethylen- 
folie eingeschweiBt und bis zum Gebrauch bei 4 - 6 °C kiihl 
gelagert. 

25 Durchftihrung des Hemmstof f tests 

Jeweils 0,5 ml einer waBrigen Probenlosung mit 0/0,5/0,1/ 
0,05/0,01/0,005/0,001/0,0005 \xg/ml Phenoxymethylpenicillin 
werden in je eine gebrauchsfertige Testkuvette gegeben. 
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Die Ktivetten werden verschlossen und 4 Stunden bei 60 °C 
bebrtitet. Anschliefiend wird nach Zugabe von 50 pi 1 N 
Natranlauge die Extinktion des Testaneatzes bei 390 nm 
besti&mt. 

5 Die Probe ohne Phenoxymethylpenicillin bzw. mit 0,001 sowie 
0,0005 Mg/ml Phenoxymethylpenicillin zeigt eine deutlich 
hohere Extinktion bei 390 nm ale die Proben mit 0,005 {sg/ml 
oder einer hfiheren Phenoxymethylpenicillin-Konzentration. 

Die Nachweisgrenze von Phenoxymethylpenicillin betragt 
10 somit unter den gew&hlten Testbedingungen 0,005 ng/ml. 

Beispiel 2 

Hemmstof ftest unter Nachweis der fi-D-Glucosidase von 
Bacillus subtilis 

Herstellung des gebrauchsfertigen Testsystems 

15 50 nl Caseinpepton-Sojamehlpepton-Bouillon in 0,1 M Phos- 

phatpuffer, pH 7,5, werden auf Filterpapierblattchen (Durch- 

messer 9 mm) gegeben. Die Testblattchen werden dann bei 

-2 

40 °C getrocknet. Anschliefiend werden 50 nl exner 10 M- 

LSsung von p-Nitrophenyl-fi-D-glucosid in Ethanol auf die 

20 Testblattchen pipettiert und bei 40 °C trocknen gelassen* 

Auf die getrockneten Testblattchen gibt man 10 \il einer 

7 

wafirigen Sporensuspension von Bacillus subtilis mit 10 
Sporen/ml. Die Testblattchen werden anschliefiend erneut 
bei 40 °C getrocknet und einzeln in 2-ml-Schraubglas- 
25 rohrchen verpackt. Die gebrauchsfertigen Testblattchen 
werden bis zum Gebrauch bei 4 - 6 °C gelagert. 
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Durchftihrung des Hemmstofftests 

Milchproben werden mit Chloramphenicol zu Konzentrationen 
von 32/16/8/4/2/1/0,5/0,25 vg/ml versetzt. Jeweils ein 
gebrauchsfertiges Testblfittchen wird in die einzelnen 
5 Milchproben eingetaucht und anschlieflend vieder in das 
SchraubglasrShrchen zurtickgelegt. Nach 4 Stunden Be- 
brtitung der dicht verschlossenen SchraubglasrShrchen bei 
37 °C werden auf die einzelnen Testblfittchen 20 fjl 1 N 
Natronlauge gegeben. 

10 Das Testblfittchen ohne Chloramphenicol in der Milchprobe 
sowie diejenigen mit 0,25 bzw. 0,5 jig/ml zeigen eine in- 
tensive gelbe Farbe im Gegensatz zu den Testblfittchen, 
die in Milchproben mit Chloramphenicol-Konzentrationen 
von 2 pg/ml und mehr eingetaucht wurden. Das Testblfittchen 

15 mit 1,0 Mg/ml Chloramphenicol zeigt eine schwache Gelb- 
ffirbung. 

Die Nachweisgrenze filr Chloramphenicol betrfigt somit unter 
den Testbedingungen 1-2 |jg/ml, 

Beispiel 3 

20 Hemmstofftest unter Nachweis der Butyrat-Esterase von 
Bacillus subtilis. 

Herstellung des gebrauchsfertigen Testsystems 

50 Ml einer MUELLER-HINTON-Bouillon in 0,1 M Phosphatpuffer, 

-2 

pH 6,5, sowie 25 \sl einer 2 x 10 M L5sung von 4-Methylum- 
25 belliferyl-butyrat in Aceton werden auf Filterpapierblatt- 
chen (Durchmesser 9 mm) gegeben. Die Testblfittchen werden 
anschliefiend bei 40 °C in einem Warmluftstrom getrocknet. 
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Auf dae getrocknete Testblfittchen gibt man 10 \il einer 
wfifirigen Sporensuspension von Bacillus subtilis nut 10 
Sporen/ml. Die Testblfittchen werden anschlieBend erneut 
bei 40 °C in einem Warmluftstrom getrocknet und bis zum 
Gebrauch in einem 2-ml-Schraubglasr8hrchen bei 4 - 6* °C 
aufbewahrt. 

Durchfiihrung des Hemmstofftests 

Die Testblfittchen werden in 0,1 M Phosphatpuffer, pH 6,5, 
mit verschiedenen Konzentrationen an Tetracyclin (16/8/4/2/ 
1/0,5/0,25/0,1/0,05/0,025/0,01 \ig/ml) eingetaucht und an- 
schlieBend wieder in das SchraubglasrShrchen zurtickge- 
legt. Nach 4 Stunden Bebriitung der dicht verschlossenen 
Schraubglasrohrchen bei 37 °C wird die Fluoreszenz der 
Testblfittchen durch Bestrahlung mit einer Wellenlfinge von 
366 nm untersucht. 

Das Testblfittchen ohne Tetracyclin in der Probe sowie die- 
jenigen mit 0,01/0,25/0,05 pg/ml Tetracyclin in der Probe 
zeigen eine intensive blaue Fluoreszenz im Gegensatz zu 
den Testblfittchen mit 0,1 pg/ml Tetracyclin in der Probe 
bzw* h8heren Tetracyclin-Konzentrationen. Die Nachweis- 
grenze filr Tetracyclin betragt somit unter den Testbe- 
dingungen 0,1 |jg/ml. 
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Merck Patent Gesellschaft 
mit beichrtakter Baftung 

6100 Darmstadt 

Patentanaprflche 

1. Mittel zum Nachweia von antimikrobiell wirksaiaen 
Substanzen in einer Probe, bestehend aus Mikroorga- 
nismensporen, einem N&hrmediuin, einem Indikator, 
einem Puffersystem und gegebenenfalla einem Deter- 
gent, dadurch gekennzeichnet, daB der Indikator ein 
chromogenes oder fluorogenes Enzymsubstrat ftir Hy- 
drolasen ist. 

2. Mittel nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB 
das chromogene oder fluorogene Enzymsubstrat ein 
Glycosid, ein Carbonsaureester oder ein Peptid-Deri- 
vat ist. 

3. Mittel nach den Ansprflchen 1 und 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB es Sporen von Bacillus subtilis und 
als chromogenes oder fluorogenes Substrat fiir Glyco- 
sidasen ein B-D-Glucosid oder ein or-D-Glucosid 
enthalt* 

4. Mittel nach den Anspriichen 1 bis 3, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB es Sporen von Bacillus stearothermo- 
philus und als chromogenes oder fluorogenes Substrat 
fiir Glycosidasen ein a-D-Glucosid oder ein a-D-Ga- 
lactosid enthalt. 

5. Mittel nach den Ansprflchen 1 bis 4, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB es Sporen von Bacillus subtilis und 
als chromogenes oder fluorogenes Substrat fiir Amino- 
peptidasen eine D-Alanin-(Chromophor/Fluorophor)- 
Verbindung oder ein D-Alanin-(Chromophor/Fluoro- 
phor) enhaltendes Peptid enthalt. 
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6. Mittel nach den Anspriichen 1 bis 5, dadurch gakenn- 
zeichnet, dafi es in getrockneter Oder lyophilisierter 
Form vorliegt. 

7. Mittel nach den Ansprflchen 1 bis 6 dadurch gekennzeich- 
5 net, dafi es in einer polymeren Matrix vorliegt. 

8* Verfahren zum Nachweis von antimikrobiell wirksamen 

Substanzen in einer Probe , dadurch gekennzeichnet, dafi 
man ein aus Mikroorganisinensporen, einem N&hrmedium, 
einezn chromogenen oder fluorogenen Enzymsubstrat ftir 
10 Hydrolasen, einem Puffersystem und gegebenenfalls einem 

Detergenz bestehendes Testsystem mit der Probe verei- 
nigt, inkubiert und das freigesetzte Chromophor oder 
Fluorophor visuell oder photometrisch bestimmt. 
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